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Мозговой нейротрофический фактор (BDNF) и его рецептор TrkB играют важную роль в восстановлении 
функции мозга при различных патологических воздействиях, включая ишемию.  
Цель исследования: оценка содержания BDNF и его рецептора TrkB в популяциях пирамидных нейронов 
гиппокампа в постреанимационном периоде и выявление роли этих факторов в устойчивости нейронов к 
ишемии. 
Материал и методы. У белых половозрелых крыс-самцов, перенесших 10-минутную остановку сердца, 
на разных сроках постреанимационного периода (1-е, 4-е, 7-е, 14-е сутки) исследовали состояние популяций 
пирамидных нейронов полей СА1 и СА4 гиппокампа. Контролем служили ложнооперированные животные. 
С помощью иммуноцитохимических методов выявляли иммунореактивность к белкам BDNF и TrkB. На ос-
новании визуальной оценки и анализа оптической плотности выделяли типы нейронов с разной интенсив-
ностью окраски: слабой (BDNF–, TrkB–), умеренной (BDNF+, TrkB+) и сильной (BDNF++, TrkB++). 
Определяли общую плотность нейронов и число клеток с разной иммунореактивностью к исследуемыхм бел-
кам на 1 мм длины. В работе использовали микроскоп Olympus BX-41, программы Image Scope М, ImageJ 
1,48v, MS Excel. Статистическую обработку данных проводили в программе Statistica 7.0. 
Результаты. У реанимированных животных в сравнении с контролем в обоих исследованных полях гип-
покампа наблюдали снижение общей плотности популяции пирамидных нейронов: в поле СА1 — на 4-е 
сутки после остановки сердца (на 26%), в поле СА4 — на 7-е сутки (на 38,5%). Выявили, что в поле СА4 на 
4-е сутки в 2 раза возрастало число BDNF+-нейронов, а число BDNF++-нейронов снижалось. На 7-е сутки 
резко снижалось число BDNF–-клеток, число BDNF+-клеток уменьшалось до контрольного уровня, а число 
BDNF++-нейронов оставалось сниженным относительно контроля. В поле СА1 на 4-е сутки наблюдали сни-
жение числа BDNF–- и BDNF+-клеток при сохранении числа BDNF++-нейронов. На 14-е сутки выявленные 
изменения сохранялись.  
При анализе иммунореактивности к белку TrkB в поле СА4 на 7-е сутки постреанимационного периода 
выявили уменьшение числа TrkB–-клеток по сравнению с контролем. К 14-м суткам было снижено число не 
только TrkB–-нейронов, но и TrkB+-клеток при сохранении числа TrkB++-нейронов на уровне контроля. В 
поле СА1 на 4-е сутки после реанимации наблюдали уменьшение числа TrkB+-нейронов, на 7-е сутки — умень-
шение числа как TrkB+, так и TrkB–-нейронов. К 14-м суткам число TrkB–-нейронов оставалось сниженным. 
Число TrkB++-нейронов при этом сохранялось на контрольном уровне за все время наблюдения. 
Заключение. Полученные результаты указывают на то, что устойчивость нейронов к ишемии-реперфузии 
ассоциирована с содержанием в них белков BDNF и TrkB. Снижение общей плотности нейронов в постреа-
нимационном периоде происходило как в поле СА1, так и в поле СА4 гиппокампа, при этом гибели подвер-
гались только клетки с минимальным и умеренным содержанием исследуемых белков. Нейроны с 
наибольшим содержанием белков BDNF и TrkB выживали.  
 
Ключевые слова: гиппокамп; пирамидные нейроны; поле СА1; поле СА4; остановка сердца; постреанима-
ционный период; ишемия; иммуногистохимия; BDNF; TrkB; нейропротекция 
 
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and its TrkB receptor contribute greatly to restoration of brain func-
tion in various pathological conditions, including ischemia.  
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The purpose of the study: to assess the content of BDNF and its TrkB receptor in the populations of hippocam-
pal pyramidal neurons in the post-resuscitation period and to identify the contribution of these factors to the neuron 
resistance to ischemia. 
Material and methods. The condition of populations of pyramidal neurons of the CA1 and CA4 hippocampus 
fields was investigated in white mature male rats that underwent a 10-minute cardiac arrest at different periods of 
the post-resuscitation period (1st, 4th, 7th, 14th day). Animals after a sham surgery served as a reference group. Im-
munocytochemical methods were used to determine immunoreactivity to BDNF and TrkB proteins. Based on the 
visual inspection and analysis of the optical density, the following types of neurons with different color intensity 
were distinguished: weak (BDNF–, TrkB–), moderate (BDNF+, TrkB+) and strong (BDNF++, TrkB++). The total 
density of neurons and the number of cells with different immunoreactivity to the studied proteins per 1 mm of 
length were determined. We used the Olympus BX-41 microscope and Image Scope M, ImageJ 1.48 v, MS Excel 
software. Statistical data processing was performed using Statistica 7.0 software. 
Results. There was a decrease in the overall density of the population of pyramidal neurons in both studied fields 
of the hippocampus of the resuscitated animals as compared to the reference group: in the CA1field, on the 4th day 
after cardiac arrest (26%); in the CA4 field, on the 7th day (38.5%). It was found that the number of BDNF+ neurons 
doubled in the CA4 field on the 4th day, and the number of BDNF++ neurons decreased. On the 7th day, the number 
of BDNF– cells decreased sharply, the number of BDNF+ cells decreased to the reference level, and the number of 
BDNF++ neurons remained reduced vs. the reference group. There was a decrease in the number of BDNF– and 
BDNF+ cells in the CA1 field on the 4th day, while the number of BDNF++ neurons remained the same. The observed 
changes remained on Day 14.  
The analysis TrkB protein expression in the CA4 field on the 7th day of the post-resuscitation period as revealed 
by reactivity with anti-TrkB antibody demonstrated a decrease in the number of TrkB– cells as compared to the ref-
erence group. By the 14th day, the number of not only TrkB– neurons, but also TrkB+ cells was reduced, while the 
number of TrkB++ neurons remained at the level of the reference group. There was a decrease in the number of TrkB+ 
neurons was observed in the CA1 field on the 4th day after resuscitation. On day 7, there was a decreased numbers 
of both  TrkB+ and TrkB–-neurones. The number of TrkB–-neurones remained decreased up to day 14. At that, the 
number of TrkB++ neurons persisted at the reference level throughout the observation period. 
Conclusion. The obtained results demonstrate that the resistance of neurons to ischemia-reperfusion is associated 
with the intracellular expression of BDNF and TrkB proteins. The reduction of the overall density of neurons in the 
post-resuscitation period was obsereved both in hippocampal fields CA1 and СА4; only cells with minimal and mod-
erate content of the studied proteins died. Neurons with the highest BDNF and TrkB protein content survived.  
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Введение 
В последние годы значительно вырос интерес 
к ростовым факторам как потенциальным терапев-
тическим агентам для борьбы с постишемическими 
нарушениями мозга [1, 2]. Активно изучается 
эффективность терапии, которая стимулирует 
локальную выработку этих факторов и их рецепто-
ров в поврежденной ткани мозга [3, 4].  
Нейротрофические факторы — это полипеп-
тиды, которые играют важную роль в поддержании 
функции нейронов, участвуя в процессах выжива-
ния, роста, дифференцировки клеток нервной 
системы, а также в механизмах нейрональной пла-
стичности, обучения и памяти. Среди членов этого 
семейства наиболее изученным является мозговой 
нейротрофический фактор (BDNF), который обла-
дает свойствами нейропротектора и играет важную 
роль в восстановлении функции мозга при различ-
ных нейродегенеративных заболеваниях, таких как 
болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, хорея 
Гентингтона [3, 5].  
BDNF опосредует свое положительное дей-
ствие через тропомиозинкиназный рецептор — 
TrkB [6], связывание с которым запускает каскады 
внутриклеточных сигнальных молекул, направлен-
Introduction  
The interest in growth factors as potential thera-
peutic agents to combat post-ischemic brain disorders 
has increased significantly over recent years [1, 2]. The 
efficacy of a therapy that stimulates local production 
of these factors and their receptors in the damaged 
brain tissue is actively studied [3, 4].  
Neurotrophic factors are polypeptides that 
play an important role in maintaining the function 
of neurons that are involved in the survival 
processes, growth, differentiation of neurons, as 
well as in the mechanisms of neural plasticity, 
learning and memory. The brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF) is the most studied mem-
ber of this group, which has neuroprotective 
properties and plays an important role in restoring 
brain function in various neurodegenerative dis-
eases, such as Alzheimer's disease, Parkinson's dis-
ease, and Huntington's chorea [3, 5].  
BDNF mediates its positive action through a 
tropomyosin receptor called TrkB [6], binding to 
which triggers cascades of intracellular signaling mol-
ecules aimed to the proliferation, neuron survival and 
the maintenance of normal synaptic plasticity. TrkB 
signaling is considered to be the most important pro-
43w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M A T O L O G Y ,  2 0 1 8 ,  1 4 ;  6
DOI:10.15360/1813-9779-2018-6-41-50
Экспериментальные исследования
ные на пролиферацию, выживание нейронов и под-
держание нормальной синаптической пластично-
сти. TrkB-сигналинг рассматривают в качестве 
важнейшего защитного механизма, запускаемого 
повреждением мозга, и ключевого регулятора 
выживания нейронов [7, 8].  
Однако, в литературе недостаточно сведений 
об уровне и характере экспрессии TrkB в наиболее 
чувствительных к гипоксии областях головного 
мозга, в частности, в гиппокампе, в норме и при 
ишемии, вызванной временной остановкой сердца. 
Учитывая тот факт, что нейропротективный 
эффект BDNF и его миметиков опосредован имен-
но TrkB, и его тесную взаимосвязь с функциональ-
ным состоянием ЦНС, целесообразно исследовать 
динамику содержания BDNF и TrkB в нейрональ-
ных популяциях головного мозга в постреанима-
ционном периоде. Это даст возможность оценить, 
как реализуются нейропротективные свойства 
BDNF в высокочувствительных к гипоксии нерв-
ных клетках. Известно, что пирамидные нейроны 
гиппокампа — отдела мозга, связанного с процес-
сами обучения и памяти, — в наибольшей степени 
подвержены действию ишемии [9].  
Цель исследования — оценка содержания 
BDNF и его рецептора TrkB в популяциях пира-
мидных нейронов гиппокампа в постреанимацион-
ном периоде и выявление роли этих факторов в 
устойчивости нейронов к ишемии-реперфузии. 
Материал и методы 
Исследовали мозг белых нелинейных половозрелых 
крыс-самцов массой 190–250 г, перенесших 10-минутную 
остановку сердца (n=21) (внутриторакальное пережатие 
сосудистого пучка сердца) [10]. Через 1, 4, 7, 14 суток после 
реанимации (непрямой массаж сердца в сочетании с ис-
кусственной вентиляцией легких воздухом в режиме ги-
первентиляции аппаратом «Animal Respirator» фирмы 
«SMT Geratehandel» с внутритрахеальным введением рас-
твора адреналина в дозе 0,1 мг/кг) животных выводили из 
эксперимента декапитацией под наркозом (по 5–7 живот-
ных на каждый срок постреанимационного периода). 
Контролем служили ложнооперированные крысы (n=5). 
Эксперименты проводили согласно рекомендациям Эти-
ческого комитета ФГБНУ НИИ общей реаниматологии 
им. В. А. Неговского в соответствии с «Правилами прове-
дения работ с использованием экспериментальных живот-
ных» (Приказ Минздрава СССР №755 от 12.08.1977). 
Сразу после декапитации выделяли мозг и фикси-
ровали его в 4% растворе параформальдегида на 0,1M 
фосфатном буфере pH 7,4 (РВS) 1 сутки при 4°С. После 
стандартной обработки образцы мозга заливали в пара-
фин. С парафиновых блоков изготовляли срезы толщи-
ной 5–6 мкм. Исследовали постреанимационные 
изменения нейрональных популяций пирамидных ней-
ронов полей СА1 и СА4 гиппокампа. 
Депарафинизированные срезы обрабатывали 1% 
перикисью водорода в течение 15 минут для блокирова-
ния эндогенной пероксидазной активности. Затем срезы 
промывали в дистиллированной воде и проводили дема-
скирование антигенов в цитратном буфере рН 6.0 
tective mechanism triggered by brain damage and a 
key regulator of neuronal survival [7, 8].  
However, the literature lacks data on the level 
and nature of TrkB protein expression in areas of the 
brain that are most sensitive to hypoxia, in particular, 
in the hippocampus, under normal conditions and in 
ischemia caused by temporary cardiac arrest. Since the 
neuroprotective effect of BDNF and its mimetics is 
mediated by TrkB and there is a close relationship 
with the functional state of the central nervous sys-
tem, it is recommended to study the dynamics of the 
BDNF and TrkB content in neuronal populations of 
the brain in the post-resuscitation period. This will 
provide an opportunity to assess how neuroprotective 
properties of BDNF are implemented in neurons with 
high sensitivity to hypoxia. It is known that the py-
ramidal neurons of the hippocampus, the part of the 
brain associated with learning and memory, are most 
susceptible to ischemia [9].  
The purpose of this study is to assess the content 
of BDNF and its TrkB receptor in the populations of 
hippocampal pyramidal neurons in the post-resuscita-
tion period and to identify the contribution of these 
factors to the neuron resistance to ischemia. 
Materials and Methods 
The brains of white nonlinear mature male rats weigh-
ing 190-250 g who underwent a 10-minute cardiac arrest 
(n=21) (intra-thoracic clamping of the vascular bundle) 
were studied [10]. 1, 4, 7, 14 days after resuscitation (indi-
rect cardiac massage in combination with mechanical ven-
tilation in the hyperventilation mode using «Animal 
Respirator» device manufactured by «SMT Geratehandel», 
with intra-tracheal injection of epinephrine solution at a 
dose of 0.1 mg/kg), the animals were withdrawn from the 
experiment by decapitation under anesthesia (5–7 animals 
for each term of the post-resuscitation period). Rats after a 
sham surgery served as a reference group (n=5). Experi-
ments were carried out in accordance with the recommen-
dations of the Ethics Committee of the V. A. Negovsky 
Research Institute of General Reanimatology, in accordance 
with the «Guidelines for works involving experimental ani-
mals» (Order No. 755 of the Ministry of Health of the USSR 
dated 12.08.1977). 
Immediately after decapitation, the brain was isolated 
and fixed in 4% paraformaldehyde solution in 0.1 M phos-
phate buffer pH 7.4 (PBS) for 1 day at 4°C. After standard 
treatment, brain samples were embedded into paraffin. 5–6 
μm sections were made from paraffin blocks. Post-resusci-
tation changes in populations of pyramidal neurons of the 
CA1 and CA4 hippocampal fields were investigated. 
The deparaffinied tissue section were treated with 1% 
hydrogen peroxide for 15 minutes  to block endogenous per-
oxidase activity. Then the sections were washed in distilled 
water and antigens were unmasked in citrate buffer pH 6.0 
(DAKO, Glostrup, Denmark) in a water bath for 15 minutes  
to block endogenous peroxidase activity. The sections were 
cooled for a half an hour, washed in water and PBS; Protein 
Block Serum-free (DAKO, Glostrup, Denmark) was used to 
prevent nonspecific binding of primary or secondary anti-
bodies to tissue proteins for 15 minutes. After washing in the 
phosphate buffer, the slices were incubated at room temper-
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(DAKO, Glostrup, Denmark) на водяной бане 15 минут. 
Срезы охлаждали полчаса, промывали в воде и РВS, для 
предотвращения неспецифического связывания первич-
ных или вторичных антител с белками ткани использо-
вали Protein Block Serum-free (DAKO, Glostrup, 
Denmark) в течение 15 минут. После промывания в фос-
фатном буфере срезы инкубировали 1 ч при комнатной 
температуре с первичными поликлональными антите-
лами против BDNF (разведение 1:50) (Santa Cruz, USA) 
или против TrkB (разведение 1:100) (Santa Cruz., USA) 
Промыв срезы в фосфатном буфере (5 минут), их инку-
бировали 1 час при комнатной температуре с вторич-
ными антителами LSAB Kit (LSAB (DAKO, Glostrup, 
Denmark). Далее срезы промывали в фосфатном буфере. 
Иммунную реакцию выявляли после 10-минутной ин-
кубации в растворе 3,3-диаминобензидина (DAKO, 
Glostrup, Denmark). После промывки срезов в фосфат-
ном буфере их докрашивали гематоксилином (Shandon, 
Pittsburgh, PA, USA) и заключали в водорастворимую 
среду ImmuMount (Shandon, Pittsburgh, PA, USA). Им-
муногистохимическую реакцию контролировали инку-
бацией срезов со всеми реагентами кроме первичных 
антител.  
С помощью микроскопа Olympus BX-41 и про-
граммы ImageScopeМ получали изображения. Интенсив-
ность иммуногистохимической реакции в цитоплазме 
нейронов оценивали с помощью программы анализа изоб-
ражений ImageJ 1,48v. Определяли «среднее значение се-
рого» (Mean Gray Value) и рассчитывали оптическую 
плотность (в условных единицах — у. е.) по формуле: 
OD=log10 (255/Mean Gray Value). Для визуальной оценки 
интенсивности окрашивания срезы докрашивали гематок-
силином. На основании анализа гистограмм распределе-
ния нейронов по их оптической плотности и визуальной 
оценки выделяли соответствующие ранги для нейронов с 
разной степенью окраски: слабой, умеренной и сильной 
(рис. 1). Ранги оптической плотности были следующими: 
для TrkB-слабопозитивных клеток (TrkB–) — OD<0,3; для 
TrkB-умереннопозитивных (TrkB+) — 0,30OD<0,34; для 
TrkB-сильнопозитивных (TrkB++) — OD0,34; для BDNF-
слабопозитивных клеток (BDNF–) — OD<0,24; для 
BDNF-умереннопозитивных (BDNF+) — 0,24OD<0,28; 
BDNF-сильнопозитивных (BDNF++) — OD0,28. Опреде-
ляли общую плотность популяции нейронов, а также 
число нейронов с разной иммунореактивностью к иссле-
дуемым белкам на 1 мм длины клеточного слоя. 
Статистическую обработку данных проводили в 
программе Statistica 7.0 с использованием метода 
ANOVA для множественных сравнений (Post-hog com-
parisons of means).  
Результаты и обсуждение 
Установили, что 10-мин остановка сердца 
приводит к снижению общей плотности нейронов: 
в поле СА4 — на 7-е сутки после реанимации (на 
38,5% в сравнении с контролем), в поле СА1 — на 
4-е сутки (на 26% в сравнении с контролем), что 
свидетельствует о гибели пирамидных клеток 
(рис. 2). Таким образом, выпадение нейронов в 
поле СА1 происходит раньше, чем в поле СА4, что 
согласуется с данными других исследователей о 
высокой ранимости нейронов СА1 в постишеми-
ческом периоде [9, 11]. На 14-е сутки постреани-
ature with primary polyclonal antibodies against BDNF (di-
lution 1:50) (Santa Cruz, USA) or against TrkB (dilution 
1:100) (Santa Cruz., USA) for 1 h. After washing the sec-
tions in phosphate buffer (5 minutes), they were incubated 
at room temperature with secondary LSAB Kit antibodies 
(LSAB (DAKO, Glostrup, Denmark) for 1 h. Then the sec-
tions were washed in phosphate buffer. The immune re-
sponse was detected after a 10-minute incubation in 
3,3-diaminobenzidine solution (DAKO, Glostrup, Den-
mark). After washing the sections in the phosphate buffer, 
they were stained with hematoxylin (Shandon, Pittsburgh, 
PA, USA) and enclosed in a water-soluble medium Immu-
Mount (Shandon, Pittsburgh, PA, USA). The immunohis-
tochemical reaction was controlled by incubation of sections 
with all reagents except primary antibodies.  
Images were obtained using the Olympus BX-41 mi-
croscope and ImageScopeМ software. The intensity of the 
immunohistochemical reaction in the neuronal cytoplasm 
was evaluated using the ImageJ 1.48 v imaging software. The 
«Mean Gray Value» was determined and the optical density 
Рис. 1. Нейроны поля СА4 с разной иммунореактивностью к 
BDNF (a) и TrkB (b).  
Fig. 1a. Neurons of the CA4 field with different immunoreactiv-
ity to BDNF (a) and TrkB (b).  
Note. For Fig. 1, 3: the immunoreactivity to BDNF and TrkB — 
–mild positive, +moderately positive, ++strongly positive. Indirect 
peroxidase-antiperoxidase method, additional staining with 
hematoxylin. 400 (a), 200 (b). 
Примечание. Для рис. 1, 3: иммунореактивность к белкам 
BDNF и TrkB — –слабая, +умеренная, ++сильная. Непрямой пе-
роксидазно-антипероксидазный метод, докраска гематоксили-
ном. 400 (а), 200 (b).
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мационного периода общая плотность обеих ней-
рональных популяций оставалась сниженной. 
Иммуногистохимическое исследование пока-
зало, что в норме (у контрольных животных) в 
поле СА4 преобладают нейроны с умеренной и 
сильной иммунореактивностью к белку BDNF 
(рис. 3, а), а в поле СА1 — нейроны с умеренной 
иммунореактивностью к белку BDNF (рис. 3, b). 
Установили, что в поле СА4 на 4-е сутки 
после реанимации число BDNF+-нейронов возрас-
тало, число BDNF++ клеток снижалось, а число 
BDNF– нейронов не изменялось по сравнению с 
контролем (рис. 3, а). Полученные данные свиде-
тельствуют о снижении иммунореактивности к 
BDNF в данной нейрональной популяции. 
На 7-е сутки постреанимационного периода в 
поле СА4 резко уменьшилось число BDNF–-нейро-
нов, число BDNF+-нейронов снизилось до конт-
рольного уровня, а число BDNF++-нейронов остава-
лось сниженным относительно контроля (рис. 3, а). 
Поскольку именно к 7-м суткам развивался про-
цесс гибели нейронов в данной области, можно 
полагать, что дегенерации подвергались клетки со 
слабой и умеренной иммунореактивностью к 
BDNF. В дальнейшем между 7-ми и 14-ми сутками 
постреанимационного периода изменений числа 
нейронов с разной BDNF-иммунореактивностью в 
поле СА4 не выявлено. 
В поле СА1 гиппокампа на 4-е сутки после 
реанимации наблюдалось уменьшение числа как 
BDNF–-нейронов, так и BDNF+-нейронов по 
сравнению с контрольным уровнем, при сохране-
нии числа BDNF++-клеток. Учитывая тот факт, что 
(in arbitrary units) was calculated according to the formula: 
OD=log10 (255/Mean Gray Value). The sections were ad-
ditionally stained with hematoxylin for visual inspection of 
the staining intensity. Based on the analysis of histograms 
of the distribution of neurons by their optical density and 
visual assessment, the corresponding ranks for neurons with 
different degrees of staining were distinguished: weak, mod-
erate and strong (fig. 1). Optical density grades were as fol-
lows: for TrkB mild positive cells (TrkB–), OD<0.3; for TrkB 
moderately positive cells (TrkB+), 0.30OD<0.34; for TrkB 
strongly positive cells (TrkB++), OD0,34; for BDNF mild 
positive cells (BDNF–), OD<0.24; for BDNF moderately 
positive cells (BDNF+), 0.24OD<0.28; BDNF strongly 
positive cells (BDNF++) — OD0.28. The total density of 
neurons and the number of cells with different immunore-
activity to the studied proteins per 1 mm of cellular layer 
length were determined. 
Statistical data processing was performed in the Sta-
tistica 7.0 software using the ANOVA method for multiple 
comparisons (post-hoc comparisons of means).  
Results and Discussion 
It was found that a 10-minute cardiac arrest re-
sulted in a decrease in the total density of neurons in 
the CA4 field (on 7th day after resuscitation, 38.5% vs. 
the reference group) and in the CA1 field (on 4th day 
post-resuscitation, 26% vs. the reference group). indi-
cating the death of pyramidal cells (fig. 2). Therefore, 
neuronal loss in the CA1 field occurs earlier than in the 
CA4 field, which is consistent with the data of other 
researchers on the high vulnerability of CA1 neurons 
in the post-ischemic period [9, 11]. On the 14th day of 
the post-resuscitation period, the total density of both 
neuronal populations remained reduced. 
The immunohistochemical assay showed that 
neurons with moderate and strong immunoreactiv-
ity to the BDNF protein prevail in the CA4 field 
(fig. 3, a), and neurons with moderate immunoreac-
tivity to the BDNF protein prevail in the CA1 field 
under normal conditions (in the reference group an-
imals) (fig. 3, b). 
It was found that the number of BDNF+ neurons 
increased in the CA4 field on the 4th day after resusci-
tation; the number of BDNF++ cells decreased, and the 
number of BDNF– neurons did not change compared 
to the reference group (fig. 3, a). The data indicate a 
decreased BDNF protein expression in this neuronal 
population. 
On the 7th day of the post-resuscitation period, the 
number of BDNF– neurons decreased sharply in the 
CA4 field; the number of BDNF+ neurons decreased to 
the reference level, and the number of BDNF++ neurons 
remained reduced vs. the reference group (fig. 3, a). 
Since the process of neuronal death in this area devel-
oped on the 7th day, it can be assumed that cells with 
mild and moderate expression of BDNF protein were 
exposed to degeneration. Then no changes in the num-
ber of neurons with different BDNF-immunoreactivity 
in the CA4 field were detected between 7 and 14 days 
of the post-resuscitation period. 
Рис. 2. Изменение общей плотности популяций пирамидных 
нейронов полей СА1 и СА4 гиппокампа в постреанимацион-
ном периоде.  
Fig. 2. The change in the total density of pyramidal neuron pop-
ulations in hippocampal fields CA1 and СА4 in the post-resusci-
tation period.  
Note. * — P<0.05 c vs. the reference group.  
Примечание. Для рис. 2, 3: Groups — группы; Number of neurons 
per 1 mm of the length — число нейронов на 1 мм длины. * — р<0,05 
по сравнению с контролем.
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в поле СА1 снижение общей плотности нейрональ-
ной популяции происходило именно на 4-е сутки 
постреанимационного периода, можно говорить о 
гибели пирамидных клеток со слабой и умеренной 
BDNF-иммунореактивностью. На 7-е и 14-е сутки 
выявленные изменения сохранялись (рис. 3, b). 
Анализ содержания белка TrkB показал, что у 
контрольных животных в обоих исследованных 
полях гиппокампа преобладают нейроны со слабой 
и умеренной иммунореактивностью (рис. 3, c, d).  
В поле СА4 в постреанимационном периоде 
происходило уменьшение числа TrkB–-клеток на 
7-е сутки. При этом число TrkB+- и TrkB++-нейро-
нов не изменялось по сравнению с контролем. К 
14-м суткам было снижено число не только TrkB–-
нейронов, но и TrkB+-клеток при сохранении числа 
TrkB++-нейронов (рис. 3, c). Очевидно, что гибнут 
клетки, характеризующихся слабой и умеренной 
иммунореактивностью к TrkB.  
В поле СА1 у реанимированных крыс наблю-
дали уменьшение числа TrkB+-клеток на 4-е сутки 
после реанимации по сравнению с группой конт-
рольных животных. При этом не выявлено досто-
верных отличий от контроля по числу TrkB–- и 
TrkB++-нейронов. Полученные данные свидетель-
ствуют о гибели нейронов с умеренной иммуноре-
активностью к TrkB. На 7-е сутки после реанима-
ции было выявлено снижение числа не только 
TrkB+-клеток, но и TrkB–-нейронов. На 14-е сутки 
There was a decrease in the number of both 
BDNF– neurons and BDNF+ neurons in the CA1 field 
of the hippocampus on the 4th day after resuscitation 
compared to the reference level, while the number of 
BDNF++ cells remained the same. Since the total den-
sity of the neuronal population in the CA1 field de-
creased on the 4th day of the post-resuscitation period, 
we can conclude on the death of pyramidal cells with 
mild and moderate expression of BDNFprotein. The 
changes persisted on the 7th and 14th days (fig. 3, b). 
Analysis of the TrkB protein content showed 
that neurons with mild and moderate immunoreactiv-
ity prevail in the reference group animals in both stud-
ied hippocampal fields (fig. 3 c, d).  
There was a decrease in the number of TrkB– 
cells in the CA4 field on the 7th day of the post-resus-
citation period. At that, the number of TrkB+ and 
TrkB++ neurons did not change in comparison with the 
reference group. By the 14th day, the number of not 
only TrkB– neurons, but also TrkB+ cells was reduced, 
while the number of TrkB++ neurons remained un-
changed (fig. 3, c). It is obvious that cells with mild 
and moderate immunoreactivity to TrkB die.  
In the CA1 field, the number of TrkB+ cells de-
creased on the 4th day after resuscitation in the resus-
citated rats compared to the reference group animals. 
There were no significant differences from the refer-
ence group in the number of TrkB– and TrkB++ neu-
rons. The obtained data indicate the death of neurons 
Рис. 3. Изменение числа нейронов с разным уровнем экспрессии BDNF (a, b) и TrkВ (c, d) в популяции пирамидных нейронов 
поля СА4 и СА1 гиппокампа в постреанимационном периоде, M±m. 
Fig. 3. Changes in the number of neurons with different levels of of BDNF (a, b) and TrkВ (c, d) protein expression in the population 
of pyramidal neurons of the CA4 and CA1 hippocampal fields in the post-resuscitation period, M±m. 
Note. a, b — the data for the СА4 field; c, d — the data for the CA1 field.  
Примечание. a, b — данные для поля СА4; c, d — данные для поля СА1. 
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число TrkB–-нейронов оставалось сниженным. 
Число нейронов с сильной иммунореактивностью 
к TrkB сохранялось на контрольном уровне в тече-
ние всего исследованного периода (рис. 3, d). Оче-
видно, что, также как и в СА4, в поле СА1 гиппо-
кампа гибели подвергаются только нейроны со 
слабой и умеренной иммунореактивностью к TrkB. 
Таким образом, уменьшение общей плотности 
популяций пирамидных нейронов гиппокампа в 
исследованном постреанимационном периоде (в 
течение 14-ти суток) происходило за счет клеток с 
низким и умеренным содержанием как белка TrkB, 
так и BDNF. 
Согласно полученным результатам, в нейро-
нальных популяциях гиппокампа происходило 
снижение иммунореактивности к белкам BDNF и 
TrkB на 4–7 сутки после остановки сердца, что, 
возможно, связано с уменьшением уровня их экс-
прессии в постишемическом периоде. Это предпо-
ложение подтверждается рядом исследований. Так, 
уменьшение экспрессии BDNF и его рецептора 
TrkB выявлено в поле СА1 гиппокампа через 4 часа 
— 1 сутки после изолированной ишемии мозга у 
песчанок [12], а также в коре мозга и гиппокампе 
через 1 день после окклюзии средней мозговой 
артерии у мышей [13]. В экспериментах in vitro 
было показано, что гипоксия–гипогликемия вызы-
вает снижение экспрессии BDNF и TrkB в гиппо-
кампальных нейронах [14]. С помощью методов 
ПЦР-анализа и ELISA было показано, что после 
временной окклюзии средней мозговой артерии у 
крыс происходит снижение содержания BDNF 
мРНК и белка в области СА1 гиппокампа, что 
сопровождается нейрональной дегенерацией [9]. 
На модели глобальной ишемии головного мозга 
наблюдали аналогичные изменения в гиппокампе 
[15]. Несколько иные данные были получены в 
исследовании Ferrer et al., 1998 [16]. Так, 5 мин 
ишемия мозга у песчанок приводила к снижению 
числа BDNF-иммунореактивных нейронов в обла-
сти СА1, однако TrkB-иммунореактивные клетки 
выживали. При этом авторы отмечали, что 95% 
выживших нейронов, экспрессирующих BDNF, 
вырабатывали также и TrkB [16].  
Существенное значение TrkB для нейропро-
текции подтверждено на модели ишемического 
инсульта in vitro [11]. Так, на переживающих срезах 
гиппокампа было показано, что кислородная глю-
козная депривация повышает уровень фосфорили-
рования TrkB в поле СА3, но не в более чувстви-
тельной области СА1, где ишемия приводила к 
угнетению электрической активности нейронов 
[11]. Предполагается, что активация TrkB представ-
ляет эндогенный механизм, отвечающий за устой-
чивость нейронов к ишемическому повреждению. 
В эксперименте Huang W. et al, 2017 было показано, 
что экзогенный BDNF значительно усиливает экс-
прессию TrkB, что приводило к повышению выжи-
ваемости нейронов, а также к снижению уровня 
with moderate immunoreactivity to TrkB. On the 7th 
day after resuscitation, a decrease in the number of not 
only TrkB+ cells, but also TrkB– neurons was found. 
On the 14th day, the number of TrkB– neurons re-
mained reduced. The number of neurons with strong 
immunoreactivity to TrkB remained at the reference 
level throughout the study period (fig. 3, d). As with 
CA4 field, data show that only neurons with mild and 
moderate expression of TrkB protein die in the CA1 
field of the hippocampus. 
Therefore, the decrease in the total density of hip-
pocampal pyramidal neurons in the post-resuscitation 
period (within 14 days) was due to cells with low and 
moderate content of both TrkB and BDNF protein. 
According to the obtained results, there was a 
decrease in expression of both BDNF and TrkB pro-
teins in the neuronal populations of the hippocampus 
4–7 days after the cardiac arrest, which was probably 
related to the decrease in the their expression level in 
the post-ischemic period. This assumption is con-
firmed by a number of studies. For instance, a decrease 
in the expression of BDNF and its TrkB receptor was 
found in the CA1 field of the hippocampus 4 hours to 
1 day after isolated cerebral ischemia in gerbils [12], 
as well as in the cerebral cortex and hippocampus 1 
day after occlusion of the middle cerebral artery in 
mice [13]. In vitro experiments demonstrated that hy-
poxia-hypoglycemia caused a decrease in the BDNF 
and TrkB expression in hippocampal neurons [14]. By 
means of PCR-analysis and ELISA techniques it was 
shown that there was a decrease in the content of 
BDNF mRNA and protein in the CA1 hippocampal 
field after temporary occlusion of the middle cerebral 
artery in rats, which was accompanied by neuronal de-
generation [9]. Similar changes in the hippocampus 
were observed on the model of global cerebral is-
chemia [15]. Slightly different data were obtained in 
a study by Ferrer et al., 1998 [16]. For instance, a 
5-minute brain ischemia in gerbils led to a decrease in 
the number of BDNF-immunoreactive neurons in the 
CA1 field, but TrkB-immunoreactive cells survived. 
At that, the authors noted that 95% of surviving neu-
rons expressing BDNF also produced TrkB [16].  
The significant value of TrkB for neuroprotec-
tion was confirmed on the in vitro model of ischemic 
stroke [11]. For instance, it was shown on survivors' 
sections of the hippocampus that oxygen glucose dep-
rivation increases the level of TrkB phosphorylation 
in the CA3 field, but not in the more sensitive area of 
CA1, where ischemia led to inhibition of neuronal 
electrical activity [11]. It is assumed that the TrkB 
activation is an endogenous mechanism responsible 
for the resistance of neurons to ischemic damage. In 
the experiment carried out by Huang W. et al, 2017, 
it was shown that exogenous BDNF significantly in-
creased TrkB expression, leading to increased neu-
ronal survival as well as decreased apoptosis. At that, 
the TrkB inhibition weakened the neuroprotective ef-
fect of BDNF [14].  
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апоптоза. При этом ингибирование TrkB ослабляло 
нейропротективное действие BDNF [14].  
Мы обнаружили, что в норме только неболь-
шая часть пирамидных нейронов гиппокампа крыс 
характеризовалась сильной иммунореактив-
ностью к белку TrkB. Это наблюдение было харак-
терно как для поля СА1, так и для СА4. В отноше-
нии содержания BDNF выявили некоторые 
отличия между этими областями. Так, если в поле 
СА1 у контрольных животных число нейронов с 
высоким содержанием BDNF (BDNF++) было 
относительно невелико, то в поле СА4 таких кле-
ток — значительно больше, чем нейронов с низким 
и умеренным содержанием BDNF (BDNF– и 
BDNF+). В исследованиях на песчанках было 
также обнаружено незначительное содержание 
TrkB-иммунореактивных нейронов в поле СА1 в 
норме, однако большинство клеток экспрессиро-
вало BDNF [16]. Полученные в настоящей работе 
данные свидетельствуют о том, что в процесс 
постреанимационной гибели нейронов в поле СА1 
развивается несколько раньше, чем в поле СА4. 
Возможно, это связано с разницей в начальном 
уровне экспрессии BDNF.  
Во многих исследованиях было показано, что 
BDNF является потенциальным терапевтическим 
агентом для борьбы с ишемическим повреждением 
головного мозга [1, 3, 4]. Одно из наиболее пер-
спективных направлений при разработке методов 
защиты мозга — активация эндогенных нейротро-
фических факторов и их рецепторов [2]. В настоя-
щее время предложены самые разные способы сти-
муляции эндогенной выработки BDNF [4, 9, 12]. 
Например, в работе Mokhtary 2017 показано, что 
внутрижелудочковая инъекция трийодтиронина 
через 24 часа после ишемии мозга приводит к 
повышению содержания BDNF в гиппокампе [9]. 
Получены положительные результаты в экспери-
ментальных работах по исследованию нейропро-
тективного действия миметиков BDNF синтетиче-
ского и растительного происхождения, агонистов 
TrkB рецептора [7, 17–19]. В качестве способов 
повышения уровня содержания BDNF рассматри-
вают физические упражнения [4, 20], а также мето-
ды неинвазивной стимуляции головного мозга 
переменными токами [21]. 
Заключение 
Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что устойчивость нейронов к ишемии-репер-
фузии ассоциирована с содержанием в них белков 
BDNF и TrkB. Наименьшей устойчивостью к гибе-
ли в течение 14 дней после остановки сердца обла-
дали нейроны с минимальным и умеренным содер-
жанием исследуемых белков. При этом лучшую 
выживаемость продемонстрировали нейроны с 
наибольшим содержанием BDNF и TrkB. Выявлен-
ные факты раскрывают перспективность исследо-
We found that normally only a small number of 
the pyramidal neurons in rat's hippocampus highly 
express the TrkB protein. This observation was typ-
ical for both CA1 and CA4 fields. Some differences 
between these areas were found in the BDNF con-
tent. For instance, while the number of neurons with 
a high BDNF content (BDNF++) was relatively 
small in the CA1 field of the reference group animals, 
the number of such cells in the CA4 field was much 
higher than that of neurons with a low and moderate 
BDNF content (BDNF– and BDNF+). In gerbil 
studies, a small content of TrkB immunoreactive 
neurons in the CA1 field was also found under nor-
mal conditions, but most cells expressed BDNF [16]. 
Data obtained in this study show that the process 
the post-resuscitation neuronal death in field CA1 
develops a little bit earlier than in field СА4. It may 
be due to the difference in the baseline level of 
BDNF expression.  
Many studies have shown that BDNF is a po-
tential therapeutic agent for managing the ischemic 
brain damage [1, 3, 4]. Activation of endogenous 
neurotrophic factors and their receptors is one of 
the most promising areas in the development of 
brain protection techniques [2]. At present, a vari-
ety of ways to stimulate endogenous BDNF produc-
tion are proposed [4, 9, 12]. For example, Mokhtary 
(2017) showed that intraventricular injection of tri-
iodothyronine 24 hours after brain ischemia led to 
an increase in the BDNF content in the hippocam-
pus [9]. Positive results were obtained in experi-
mental studies of neuroprotective action of 
synthetic and herbal BDNF mimetics and TrkB re-
ceptor agonists [7, 17–19]. Physical exercises [4, 20], 
as well as methods of non-invasive stimulation of 
the brain by alternating currents are also considered 
as ways to increase the BDNF level [21]. 
Conclusion  
The obtained results indicate that the resistance 
of neurons to ischemia-reperfusion is associated with 
the expression of BDNF and TrkB proteins. Neurons 
with minimal and moderate content of the studied 
proteins had the least resistance to death within 14 
days after cardiac arrest. At the same time, neurons 
with the highest expression of BDNF and TrkB 
demonstrated the best survival rate. These facts 
demonstrate that studies of various ways to increase 
the BDNF expression and the activation of its TrkB 
receptor in neurons for its protection against ischemic 
damage are promising. 
ваний различных способов повышения экспрессии 
BDNF и активации его рецептора TrkB в нервных 
клетках головного для его защиты ишемического 
повреждения.
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